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La presente invention" a '' pour ' bb j et une methode d ' analyse 
de groupements specif iques constituant les heparines ou les 
heparines de bas poids moleculaire. 

Lors du procede de preparation de 1 ' Enoxaparine 
(Lovenox®) (US5, 389, 618) a partir de 1 ' heparine pure, L' etape 
de procede de depolymerisation alcaline en phase aqueuse 
produit une transformation partielle mais caracteristique des 
glucosamines des terminaisons reductrices des chaines 
oligosaccharidiques . 

La premiere etape de cette transformation consiste en 
une 6pimerisation glucosamine<-Mnannosamine (T. Toida and al, 
J. Carbohydrate Chemistry, 15(3), 351-360 (1996))/ la 
deuxieme etape est une 6-0 desulf atat ion de la glucosamine 
conduisant a la formation de derives nommes « 1,6 anhydro » 
(demande de brevet internationale WO01/2 9055) . 




HN-j 



1- Epimerisation 



OR Z- 



2- Cyclisation 



9°r h 2 c co 2 - ^osoJ 



so 3 -JJ n 
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Ce type de derive n'est obtenu que pour les chaines 
oligosaccharidiques dont la glucosamine terminale est 6-0 
sulfatee. 

Le pourcentage de chaines oligosaccharidiques dont la 
5 terrainaison est modifiee par une liaison 1,6-anhydro est une 
caracteristique structurale du melange d' oligosaccharide du 
Lovenox et doit pouvoir etre mesure . 

La present e invention consiste done en une methode 
d' analyse des heparines, des heparines de bas poids 
10 moleculaire et plus particulierement du Lovenox. 

La methode d' analyse selon 1' invention est la suivante : 
L' echantillon a doser est depolymerise par action 
d' heparinases puis le cas echeant le depolymerisat obtenu est 
reduit puis on effectue une analyse par chromatographic 
15 liquide Haute Performance. 

La methode telle que definie plus haut est done 
caract'erisee en ce que 1 ' on recherche la presence de chaines 
oligosaccharides dont la terminaison est modifiee par une 
liaison 1,6-anhydro (« Groupements 1,6 anhydro ») . 
2 0 En particulier, 1 ' echantillon a doser est tout d'abord 

depolymerise de fagon exhaustive par un melange d' heparinases 
et notamment d'heparinase 1 (EC 4.2.2.7.), d'heparinase 2 
(heparin lyase II) et d'heparinase 3 (EC4 .2.2.8.)) . ( Ces 
enzymes sont commercialisees par la societe Grampian 
2 5 Enzymes) . 

L' invention a done pour objet une methode d'analyse des 
heparines ou des heparines de bas poids moleculaire • 
caracterisee en ce qu'on effectue les etapes suivantes : 

1) Depolymerisat ion de 1 ' echantillon par action 
30 d' heparinases 

2) le cas echeant reduction du depolymerisat 

3) Dosage par Chromatographie liquide Haute Performance. 
L' invention a plus particulierement pour objet la 

methode telle que definie plus haut caracterisee ' en ce que 
35 les heparinases sont sous forme d'un melange d'heparinase 1 
(EC 4.2.2.7.), d'heparinase 2 (heparin lyase II) et 
d'heparinase 3 (EC . 4 . 2 . 2 . 8 . ) 

Le depolymerisat ainsi prepare est ensuite traite de 



preference par ^tfne'*- solution de v ^N;aBH 4 dans 1' acetate de sodium. 
Cette derniere operation permet de reduire specif iqueraent les 
extremites reductrices qui ne sont pas sous la forme 1,6 
anhydro (produits decrit dans la demande de brevet WO 
5 01/72762) .. Enfin, pour pouvoir quantifier les disaccharides 1 
et 2 decrits plus bas, 1 ' echantillon d'heparine de bas poids 
moleculaire, depolymerise par les heparinases, doit etre 
reduit par 1' action d'un agent reducteur tel que NaBH 4 . 

L' invention a done plus particulierement pour objet la 

10 methode telle que definie plus haut caracterisee en ce que 
l'heparine depolymeris^e est . ensuite reduite. 

L' invention a tout particulierement pour objet la 
methode telle que definie precedemment caracterisee en ce que 
1' agent de reduction est le NaBH 4 . On pourra eventuellement 

15 utiliser un autre sel de metal alcalin du borohydrure tel que 
le lithium ou le potassium. 
. Le dosage des terminaisons 1,6 anhydro est ensuite 

realise par CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance) 
et en particulier par chromatographie echangeuse d' anions. 

20 La -methode de dosage selon 1' invention permet de bien 

differencier le Lovenox des autres heparines de bas poids 
moleculaire qui ne renferment pas ces derives « 1,6- 
anhydro » . Inversement , la methode de dosage selon 
1' invention permet de s' assurer que des heparines de bas 

25 poids moleculaire ne remplissent pas les caracteristiques 
physico-chimiques du Lovenox et done sont de nature 
differente. 

La methode de. dosage selon 1' invention peut-etre 
appliquee au procede industriel lors des controles 

30 d' echantillons au cours du procede, afin d' assurer une 
standardisation du procede de fabrication du Lovenox et 
obtenir. 7 des lots uniformes. 

Apres depolymerisation enzymatique et reduction des 
extremites reductrices, on trouve les derives 1,6-anhydro du 

35 Lovenox sous 4 formes - essentielles . L' invention a done 
egalement pour objet la methode- telle que decrite, 
precedemment caracterisee en ce que les residus 1,6-anhydro 
obtenus lors de la reaction- de depolymerisation sont les 
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suivants : 



5 



10 




^'saccharide 3 tetrasaccharide 1 

15 Tous les oligosaccharides ou polysaccharides qui 

\ comportent l'extremite 1,6-anhydro sur 1' unite 

disaccharidique terminale et qui ne possedent pas un 2-0 
sulfate sur l'acide uronique, du dit disaccharide terminal, 
sont totalement depolymerises par les heparinases et sous la 

20 forme des disaccharides 1 et 2 . Par contre, Lorsque le dit ; 
•saccharide terminal comporte un 2-0 sulfate sur l'acide 
uronique et qu'il est sous la forme mannosamine, le derive 
1,6 anhydro se retrouve sous la forme du tetrasaccharide 1 
. (forme resistante aux heparinases) . 

25 Le trisaccharide 1 (voir plus bas) , est egalement 

present dans le melange. II est issu d'un autre processus de 
degradation qui conduit a la structure ci-apres (phenomene de 
peeling observe dans lors de la depolymerisation chimique du 
Lovenox . 



35 




trisaccharide 1 



Les autres con'stituants du melange ne sont pas 
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caracteristiques"'*uniquement ' du''iovenox . On trouve bien 
entendu les 8 disaccharides elementaires de la chaine 
heparinique. Ces 8 disaccharides elementaires sorit 
commercialises entre autre par la societe- Sigma . 
5 D'autres disaccharides ont ete identifies dans le 

melange par la methode selon 1' invention: les disaccharides 
Alls ga i et AlVs g ai qui ont pour origine la 2-0 desulf atation 
alcaline de -IdoA (2S) -GlcNS (6S) - et de - IdoA (2S) -GlcNS- 
conduisant a la formation de 2 acides galacturoniques . II ne 
'10 sont pas habituellement presents dans la structure originelle 
de l'heparine (U.M. Desai et Coll. Arch. Biochem. Biophys . , 
306 (2) 461-468 (1993) . 




Les oligosaccharides comportant des glucosamines 3-0 
sulfates resistent au clivage par les heparinases et restent 
presents sous forme de tetrasaccharides . 
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Dans le cas de la plupart des heparines de bas poids 
moleculaire, 1 ' heparine est extraite du mucus de pore, et ces 
tetrasaccharides principaux sont representees plus bas. lis 
sont resistants a la depolymerisation enzymat ique et sont le 
5 reflet des sequences affines a 1 ' ant ithrombine III. lis sont 
symbolises ainsi : AIIa- IIs q i u et AlIa- IVs g iu • (S.YAMADA, 
K. YOSHIDA, M. SUGIURA, K.SUGAHARA, K-H KHOO, H.R. MORRIS, A. 
DELL, J.Biol.Chem. ; 270(7), 4780-4787 (1993) 



10 



15 



20 




A UA-GlcNAc-GlcA-GlcNS(3S) ouA Ha-IVs 



25 ■ Le dernier constituant du melange clive par les 

heparinases est la terminaison glycoserine AGlcA-Gal-Gal-Xyl- 
Ser (K.SUGAHARA, H.TSUDA, K. YOSHIDA, S.YAMADA, J.Biol.Chem. ; 
27-0 (39), 22914-22923 (1995) ; K.SUGAHARA, S.YAMADA, 
K. YOSHIDA, P. de WAARD, J.F.G. VL I EGENTHART ; J.Biol.Chem. ; 

30 267(3), 1528-1533 (1992). Ce dernier est generalement ' presque 
absent du Lovenox (Voir RMN a ,1'exemple 5) . 



35 




OH OH OH OH 

AGIcA Gal Gal Xyl Ser 
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i . Un autre aspect de. 1 ''invent f on se situe au niveau du 
procede de chromatographie utilise pour la determination des 
groupements 1,6-anhydro. Tout d'abord il s'agit de separer 
-les differents polysaccharides obtenus apres depolymerisation 
5 et traitement par un agent reducteur tel que le NaBH 4 . 

La chromatographie' d'echange d' anions (SAX) est la 
methode separative la plus adaptee a un tel melange complexe. 

Les colonnes remplies d'une phase stationnaire du type 
Spherisorb SAX de granulometrie 5 fim et d'une longueur de 25 

10 cm peuvent etre utilisees. Tous les diametres de colonne / - 
classiques, compris entre 1mm et 4.6 mm sont utilisables. 

L ' appareillage utilise peut-etre un chromatographe 
permettant la formation de gradient d'elution avec un 
detecteur UV, plus pref erablement muni d'une barrette de 

15 diodes afin de pouvoir realiser des spectres UV des ; ■ 

constituants et d' enregistrer des signaux complexes, 
resultant de la difference entre les absorbances a 2 
longueurs d'ondes differentes et permettant la detection 
specif iques des oligosaccharides acetyles . Pour permettre ce 

20 type de detection, des phases mobiles transparentes dans 1 ' UV 
jusqu'a 200 nm sont pref erables . Ceci exclut les phases 
mobiles classiques a base de NaCl qui ont par ailleurs 
1 ' inconvenient de necessiter un chromatogramme passive afin 
de resister au pouvoir corrosif des chlorures . La phase 

25 mobile utilisee ici sera de preference a base de perchlorate 
■de sodium, mais les sels de methane sulfonate ou phosphate 
peuvent aussi etre utilises. , 

Le pH preconise pour la separation est de 2 a 6,5. 
Pref erentiellement , on utilisera un pH voisin de 3.-. II' est 

30 contrdle ici par addition d'un sel tel que le phosphate 

possedant un pouvoir tampon a pH = 3 meilleur que celui des 
perchlorates . 

A titre d'exemple, on donne ci-apres des conditions 
standard de separation chromatographique : 
35 - Solvant A : NaH 2 P0 4 2 , 5mM porte pH 2,9 par addition de 

H3PO4 

Solvant B : NaC10 4 IN- NaH 2 P0 4 . 2 , 5mM porte a pH 3,0 par 
addition de H 3 P0 4 
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Le gradient d'elution peut etre le suivant : 

T=0min : %B = 3 ; T= 4 0 min : %B = 6 0 ; T = 60 min : 
%B = 80 

La presente invention a done egalement pour objet une 
5 methode d' analyse telle que definie plus haut par separation 
par chroma tographie par echange d' anions caracterisee en ce 
qu'on utilise la phase mobile transparente dans l'UV jusqu'a 
200nM. 

L' invention a plus particulierement pour objet une phase 
10 mobile telle que definie plus haut a base de perchlorate de' 
sodium, de sels de methane sulfonate ou de sels de phosphate. 

Un autre aspect tout a fait important se trouve dans la 
methode de detection. 

Une methode a ete developpee afin d'accroitre la 
15 specificite de la detection UV. Comme les polysaccharides non 
acetyles ont tous, a un pH donne, un spectre UV assez proche, 
il est possible de detecter selectivement les sucres acetyles 
en prenant comme signal la difference entre l'absorbance a 2 
longueurs d'onde choisies de telle maniere que 1 ' absorptivite 
20 des saccharides non acetyles s'annule. '" 
Dans le cas ci-dessous, on choisira 202 nm et 230 nm 
\. comme .longueurs d'onde de detection et de reference et l'on 
. notera le signal 202-230 nm. Le detecteur le plus adapte a 
cette technique est le detecteur DAD 1100 de la societe 
25 Agilent Technologies. Dans ce cas, une double detection sera 
realisee a 234. nm d'une part, et a 202-230 nm d' autre part. 
Le principe de detection selective des oligosaccharides 
acetyles est illustre sur la figure ci-dessous dans laquelle 
le' spectre UV d'un disaccharide sulfate Delta Is est compare 
30 avec celui d'un disaccharide acetyle Delta la 
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. .La presente invention a done egalement pour objet une 
methode d' analyse telle que definie plus haut par separation 
par chromatographic par echange d' anions caracterisee en ce 
que la methode de detection permet de detecter select ivement 
les sucres acetyles. < i. 

, L' invention a egalement tout part iculierement' pour objet 
une methode d' analyse telle que definie plus haut par 
separation par chromatographic par echange' caracterise en ce 
que la detection . selective des sucres acetyles s'effectue en 
prenant comme' signal la difference entre 1 ' absorbance a. 2 
longueurs d'onde choisies de telle maniere que 1 ' absorpt ivi te 
des saccharides non acetyles s'annule. 

La quantification des 4 residus 1,6-anhydro decrits plus 
haut necessite une selectivity suffisante du systeme 
chromatographique vis a vis de tous les autres constituants 
du melange. Or, les 2 disaccharides 1 et 2 , en general co- 
elues, sont mal resolus par rapport a Alia, surtout que ce 
dernier est present sous la forme de ses 2 anomeres a et p. 
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Li' identity des 2 disaccharides 1 et 2 peut §tre 
facilement verifiee car ils se forment en quelques heures a 
temperature ambiante dans une solution aqueuse de Alls portee 
a pH 13 par addition de MaOH. Cependant, si la double 
5 detection est utilisee, les oligosaccharides acetyles AlVa, 
Alia, Allla, Ala, AlIa- IVs q i u et Alla- Ils qlu sont facilement 
identif iables . 

Les causes de dedoublement des pics sont les formes 
anomeres d'une part, et dans une moindre mesure 
10 1 ' epimerisation glucosamine <-> mannosamine presente 

partiellement pour Alls, AlIIs et Als lorsqu'ils sont en 
position terminale dans la chaine oligosaccharidique . 

Pour pouvoir quantifier les disaccharides 1 et 2 , 
• • 1'' echantillon d'heparine de bas poids moleculaire, 
15 depolymerise par les heparinases, est reduit par 1' action 
NaBH 4 . 



20 




Anom6re a + AnomSre p 



25 Cette reduction a pour avantage de supprimer les 

anomeries a <-» p par ouverture du cycle oligosaccharidique 
terminal. Le chroma togramme obtenu est plus simple' puisque 
les anomeries sont supprimees et surtout la reduction de Alia 
diminue sa retention sur la colonne et permet un dosage 

30 facile des disaccharides 1 et2 . . ' 

Les exemples de chromatogrammes decrits dans les figures 
1 et 2 ci-apres illustrent bien ces phenomenes et- les 
avantages de cette methode . • 

Enfin, 1' invention a egalement pour objet les derives 

35 saccharidiques -nouveaux obtenus par la mise en oeuvre du 

procede de depolymerisation et de reduction choisis parmi le 
disaccharide l, le- disaccharide 2, le disaccharide 3 et le 
Trisaccharide 1. 
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Les exempfes' 'ci -dessous il-iu'strent 1' invention sans 
toutefois avoir un caractere limitatif 
Exemple . 1 : 

La depolymerisation enzymatique est realisee pendant 
5 4 8heures a r _ temperature ambiante en melangeant .50 /il d'une 
solution a 20 mg/ml de 1 ' heparine de bas poids moleculaire a 
doser, 200 fil dune solution lOOmM acide acetique/NaOH a pH 
7.0 contenant 2 mM d' acetate de calcium et 1 mg/ml de BSA 
avec 50 fj.1 de la solution mere des 3 heparinases. 

10 La reduction est realisee sur 60/xl du produit 

depolymerise par les heparinases en rajoutant 10 ^1 d'une 
solution de NaBH 4 a 30 g/1 dans 1' acetate de sodium 100 mM 
prepares extemporanement . On notera que les heparinases sont 
conservees a - 3 0°C. Les heparinases sont en solution tampon 

15 et leur titre est de 0.5 Ul/ml {Composition de la solution 
tampon : solution aqueuse pH 7 de KH 2 P0 4 a. une concentration 
0.01 mole/1 et additionnee de s<§rum d'albumine bovine (BSA) 
a 2 mg/ml) . 

.20, Exemple 2 : 

RMN du Disaccharide 3 obtenu selon le precede decrit 
plus haut 

Spectre proton dans D 2 0, 400 MHz, T=298K, 8 en ppm: 3,34 
(1H, dd, J=7 et 2Hz, H2), 3,72 (1H, t, J=8Hz, H6 ) , 3,90 (1H, 
25 m, H3), 4,-03 (1H, S, H4 ) , 4,20 (1H, d, J=8Hz, H6), 4,23 (1H, 
t, J=5Hz, H3'), 4,58 (1H, m, H2 ' ) , 4,78 (1H, m, H5),.-5,50 
(1H, s, HI), 5,60 (1H, dd, J=6 et 1Hz, HI'), 6,03 (l.H, d, 
. J=5Hz, H4 ! ) ] . 

3 0 Exemple 3 

RMN du Tetrasaccharide 1 obtenu selon le procede decrit 
plus haut . 

Spectre proton dans D 2 0, 400 MHz, s T=298K, 5 en ppm: 3,15 
(1H, s, H2), .3,25 (1H, m, H2 ' ' ) , 3,60 (1H, m, H3 1 ' ) , entre 
35 3,70 et 4,70 (14H, massif, H3/H4/H6, H2 ' /H3 1 /H4 ' /H5 ' , 

H4 ' '/H5' '/H6' ' , H2 ' ' '/H3 ' ' ' ) , 4,75 (1H, m, H5), entre 5,20 et 
5,40 (2H, m, HI* et HI 1 • ) , 5,45 (1H, m, . HI '''),. 5 ,56 (1H, m, 
HI), 5,94 (1H, d, J=5Hz, H4 ) . , 
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Exemple 4 : 

RMN du Trisaccharide 1 obtenu selon le procede decrit 
plus haut . 

Spectre dans D 2 0, 600 MHz (5 en ppm) : 3,28 (1H, m) , 3,61 
5 (1H, t, 7Hz) , 3,79 (1H, t, 7Hz), 3,95 (1H, d, 6Hz), 4,00 {1H, 
s),-4,20 (1H, ra) , 4,28 (2H, m) , 4,32 (1H, d, 4Hz), 4,41 (1H, 
s) , 4,58 (1H, s) , 4,61 (1H, s), 4,90 (1H, s large), 5.24 (1H, 
s) , 5,45 (1H, s) , 5,95 (1H, s) ". 

10 Exemple 5 : 

RMN du AGlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser 

Spectre dans D 2 0, 500 MHz (5 en ppm): 3,30 (1H, t, 7Hz) , 
3,34 {1H, t, 8Hz) , 3,55 (1H, t, 7Hz), 3,60 (1H, t, 7Hz) , 
entre 3,63 et 3,85 (10H, m) , 3,91 (2H, m) , 3,96 (1H, dd, 7 et 
15 2Hz) , entre 4,02 et 4,10 (3H, m) , 4,12 (1H, d, 2Hz) , 4,18 

(1H, m) , 4,40 (1H, d, 6Hz), 4,46 (1H, d, 6Hz) , 4,61 (1H, d, 
6Hz), 5,29 (1H, d, 3Hz), 5,85 (1H, d, 3Hz). 

Exemple 6 : Principe de la quantification 

20 Dans la methode selon 1 ' invention , il est fait comme 

hypothese, largement admise, que tous les oligosaccharides 
insatures contenus dans le melange ont la meme absorptivite 
molaire, egale a 5500 mole" 1 . 1 . cm" 1 . 



25 poids de tous les constituants du melange depolymerise dans 
l'heparine de bas poids moleculaire de depart. Pour les 4 
derives 1,6 anhydro qui correspondent aux pics 7,8,13 et 19, 
on obtient les pourcentages en poids suivants : 



II est done possible de determiner le pourcentage en 



30 



% w/w. 



7+8 



= 100- 



443 • (Area 7 + Area g ) 
^Mw s • Area x 



% w/w I3 =100- 



545- Area 13 



y^Mw x Area x 



%w/w l9 =100- 



1210-Area, 3 
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^Mw 5 • Area x 
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Area 7 , ArWair', f Area 13 'et'' Area^ correspondent aux aires 
de chacun des pics 7,8,13 et 19. Les masses molaires de 
chacun de ces 4 composes sont respectivement 443, 443, 545 et 
5 1210. ^Mw x -Area x correspond au rapport de l'aire de chaque 

pic du chromatogramme par la masse molaire du produit 
correspondant . 

10 Si M w est la masse moyenne de 1 ' heparine de bas poids 

moleculaire etudiee, le pourcentage de chaines 
oligosaccharidiques se terminant par un cycle 1,6 anhydro est 
obtenu de la fagon suivante : . : 

A(f f%w/w 7+s %w/w n %w/w 1Q ^ 
15 , w \ 443 545 12 i 0 J 

. •• Les masses moleculaires des constituants sont les 
suivantes : 



Oligosacchari 


Oligosacchari 


Masse 


de 


de apres reduction 


moleculaire 


1 




741 


2 • 


20 


401 


• 3 


• 3 


734 • 


4 


21 


461 


5 


22 


461 


6 


23 


. 503 . 


7 • • 


.7 


443 


; 8 


• 8 


■ , 443 . 


9 


24 . 


503 


10 


25 


563 


11 


26 


. 563 


12 


27 


563 


13 


13 


545 


14 


28 


' 605 


15 


29 


1066 


16 


30 


665 


17 


31 


965 


18 


32 


1168 


19 


19 


1210 
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Nomenclature des saccharides et correspondance avec les 
pics selon les figures 1 et 2 

IdoA : acide -a-L~ Idopyranosyluronique ; 
GlcA: : acide -p-D-Glucopyranosyluronique ; 
AGlcA : acide 4 , 5 - insaturate : acide 4 -d6oxy-a-L- threo- 
hex- 4 - enepyranosy luroni que 
Gal : D-Galactose ; 
Xyl : xylose ; 

GlcNAc : 2 -deoxy-2 -acetamido-a-D-glucopyranose ; 
GlcNS : 2-deoxy-2-sulf amido-a-D-glucopyranbse ,- 
2S : 2-0 sulfate , 
3S : 3-0 sulfate , 
6S : 6-0 sulfate 

1 : AGlcApi-3 Galpi-3 Galpi-4 Xyl pi-O-Ser 

2 : acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyrariosyluronique- 
(1— > 4) -2-desoxy-2-acetamido-a-D-glucopyranosyl sel de sodium 

3 : AG1cAPi-3 Gaipi-3 Gaipi-4 Xyl pi-0-CH 2 -C00H - 

4: acide 4-deoxy-a-L- threo-hex-4-enegalactopyranosyluro- 
nique- 4) -2-deoxy-2-sulfamido-p-D-glucopyranose sel de 
disodium 

5: acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
(l->' 4) --2-desoxy-2-sulf amido- -ct-D-glucopyranosyl sel de 
disodium 

6: acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
(l-> 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulfo-a-D-glucopyranosyl sel 
de disodium • 

7: acide 4 -deoxy-a-L- threo-hex-4 -enepyranbsyluronique- 
(l-> 4) -1, 6-anhydro-2-dedxy-2 -sulf amido-p-D-glucopyranose sel 
de disodium {disaccharide 1) 

8: acide 4 -deoxy-a-L- threo-hex-4 -enepyranosyluronique- 
(1— > 4) -1, 6-anhydro-2-deoxy-2-sulfamido-P-D-mannopyranose sel 
de disodium {Disacharide 2) . 

•9: acide 4-desoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosylu- 
ronique-(l— > 4 ) -2 -desoxy- 2 -acetamido-a-D-glucopyranosyl' sel 
de disodium 

10: acide 4 -deoxy-a-L- threo-hex-4 -enegalactopyrano- 
syluronique- ( 1— > 4) -2-deoxy-2-sulfamido-6-0-sulfo-p-D- 



15 

glucopyranose sel de triisodium . 

11 : ac i deA 4 ~.de s oxy - a-'L -threjO- hex - enepyrano sy lur oni que - 
(1— > 4 ) -2-d<§soxy-2-sulf amido-6-O-sulf o-a-D-glucopyranosyl sel 
de trisodium 

5 12 : acide 4-desoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-enepyrano- 

syluronique- (1— > 4) -2-desoxy-2-sulfamido-a-D-glucopyranosyl 
sel de trisodium 

13 : acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L- threo-hex-4 -enepyrano- 
syluronique- (l-> 4) -1, 6 -anhydro- 2 -deoxy-2 - sulf amido-p-D- 

10 glucopyranose sel.de trisodium (Disaccharide 3) . 

14 : acide 4 -desoxy-2 -O-sulf o-a-L- threo-hex-enepyrano- 
syluronique- (l—> 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulf o-a-D- 
glucopyranosyl sel de trisodium 

15 : acide 4-desoxy -a-L- threo-hex-enepyranosyluronique- 
15 (1— » 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulf o-a-D-glucopyranosyl- • ; 

(1-^ 4) -acide p-D-glucopyranosyluronique- ( 1— » 4) -2 -desoxy-2 - 
sulf amido-3 -O-sulf o-a-D-glucopyranosyl ) sel de pentasodium 

16 : acide 4 -desoxy-2 -O-sulf o-a-L- t hreo- hex -enepyrano - 
.-, syluronique- (l—> 4 ) -2 -desoxy-2 -sulf amido- 6 -O-sulf o-a-D- 

20 glucopyranosyl -sel de tetrasodium ; 

17 : acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
(l->, 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulfo-a-D-glucopyranosyl- 
(1— > 4) -acide P-D-glucopyranosyluronique- { l-» 4 ) -2 -desoxy-2 - 
sulf amido-3 , 6-di-O-sulf o-a-D-glucopyranosyl) sel d'hexasodium 

25 ... 18,: acide 4 -desoxy-2 -O-sulf o-a-L- threo-hex- 

- enepyranosyluronique- 4) -2-desoxy-2-sulf amido-6-O-sulfo-D- 

glucopyranosyl- (1-* 4 ) -acide-2 -O- sulf o a-L- idopyrano- 
.. syluronique sel d'hexasodium 

■ 19: acide 4 -desoxy- 2 -Ot sulf o-a-L-threo- hex - enepyrano - 
30 syluronique- (1— > 4) -2-desoxy-2-sulf amido-6-0-sulf o-a-D- ' 

glucopyranosyl- ( l-> 4) -acide-2-O-sulfo a-L- idopyrano- 
syluronique- (l-» 4 ) -1 , 6-anhydro-2 -deoxy-2 -sulf amido-p-D- 
mannopyranose, sel de heptasodium { tetrasaccharide 1) 

■ 20 : acide. 4 -desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
35 (1— > 4) -2-desoxy-2-acetamido-a-D-glucitol sel de sodium 

21 : acide 4-deoxy-a-L- threo-hex-4 -enegalactopyrano- 
syluronique- (1— > 4)- 2-deoxy-2-sulfamido-|3-D-glucitol sel de 
di sodium • : . 
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22 : acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
(1— » 4) -2-desoxy-2-sulf amido-a-D-glucitol sel de disodium 

23 : acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
(1— > 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulf o-a-D-glucitol sel de 

5 disodium 

24 : acide 4-desoxy-2-0-sulf o-a-L-threo-hex- enepyrano - 
syluronique- (1— » 4 ) -2 -desoxy-2 -acetamido-a-D-glucitol sel de 
disodium 

25 : acide 4 -deoxy-a-L- threo-hex-4 -enegalactopyrano- 
10 syluronique- (l-> 4)- 2-deoxy-2-sulfamido-6-0-sulfo-P~D- 

glucitol sel de triisodium 

26 : acide 4-desoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
{1— > 4) -2-desoxy-2-sulfamido-6-0-sulfo-a-D-glucitol sel de 
trisodium 

15 27 : acide 4-desoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-enepyrano- 

syluronique- (l-> 4 ) -2 -desoxy- 2 - sulf amido-a-D-glucitol sel de 
trisodium 

28 : acide 4-desoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-enepyrano- 
syluronique- (1— > 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulfo-ct-D- 

20 glucitol sel de trisodium - 

29 : acide 4-desoxy -ct-L- threo-hex-enepyfanosyluronique- 
(1-^ 4 )'-2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulf o-a-D-glucopyranosyl - (l-> 
4) -acide (3-D-glucopyranosyluronique- ( 1— >• 4 ) -2 -desoxy-2 - 

sulf amido-3 -O-sulf o-a-D-glucitol ) sel de pentasodium 
25 30 : acide 4 -desoxy- 2 -O- sulf o-a-L- threo-hex-enepyrano- 

: syluronique- (1-^ 4) -2-desoxy-2-sulf amido-6-O-sulfo-a-D-- 
glucitol sel de tetrasodium 

31 : acide 4-desoxy -a-L-threo-hex-enepyranosyluronique- 
(l-> 4) -2-desoxy-2-acetamido-6-0-sulf o-a-D-glucopyranosyl- 

30 (1— > 4) -acide p-D-glucopyranosyluronique-'( 1-^- 4 ) -2 -desoxy- 2 - 
sulfamido-3 , 6 -di -O- sulf o-a-D-glucitol ) sel d'hexasodium 

32 : acide 4-desoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex- 
enepyranosylurOnique- (1— > 4) -2-desoxy-2-sulfamido-6-0-sulfo- 
a-D-glucopyranosyl- (l-> 4) -acide -2 -O-sulf o a-L-- 

3 5 idopyranosyluronique sel d'hexasodium (forme reduite par 
NaBH 4 ) . 
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^'V v,i,f "" " re vend"! cations 
1) Methode d' analyse des heparines ou des heparines de. bas 
poids moleculaire caracterisee en ce qu'on effectue les 
etapes suivantes : . 
5 1 - Depolymerisation de 1' echantillon par action 

d' heparinases , ■ 

2 - le cas echeant reduction du depolymerisat 

3 -Dosage par Chromatographic liquide Haute Performance. 

10 2) Methode telle que definie a la revendication 1 

caracterisee en ce que 1'on recherche la presence de chaines 
oligosaccharides dont la terminaison est modifiee par une 
liaison 1,6-anhydro. 

15 3) Methode telle que definie a la revendication 1 ou 2 : >~ 
caracterisee en ce que les heparinases sont sous forme d'un 
melange d'heparinase 1 (EC 4.2.2.7.), d'heparinase,? (heparin 
..lyase II) et d'heparinase 3 (EC . 4 . 2 . 2 . 8 . ) 

20 4) Methode telle que definie a la revendication 1 - 
.• caracterisee en ce que 1 ' heparine depolymerisee par action 
; d'heparinase. (depolymerisat) est ensuite soumise a unagent 
de reduction. ; ; 

25 ,5) Methode telle que definie a la revendication 4- 

caracterisee en ce que 1 ' agent de reduction est le NaBH 4 -ou un 
sel de metal alcalin de 1' anion borohydrure . 

6) Methode telle que definie a la revendication 1 dans . 
30 laquelle la methode chromatographique utilisee est une . 

chromatographie par echange d' anion. 

7) Methode telle que definie a la revendication 6 
caracterisee en ce que 1' on -utilise une phase mobile 

35 transparente .dans l'UV jusqu'a 200 nm. 

8) Methode telle que definie a la revendication 6 ou 7 
caracterisee en ce que la phase mobile utilisee est a base de 
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REVENDICATION S 

j) Methode d' analyse des heparines ou des heparines de bas poids moleculaire caracterisee 
en ce qu'on effectue les etapes suivantes : 

1 - Depolymerisation de l'echantillon par action d'heparinases 
5 2 - le cas echeant reduction du depolymerisat 

3 -Dosage par Chromatographie liquide Haute Performance. 

2) Methode telle que definie a la revendication 1 caracterisee en ce que l'on recherche la 
presence de chaines oligosaccharides dont la terminaison est modifiee par une liaison 1,6- 

10 anhydro. 

3) Methode telle que definie a la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que les heparinases 
sont sous forme d'un melange d'heparinase 1 (EC 4.2.2.7.), d'heparinase 2 (heparin lyase 11) 
et d'heparinase 3 (EC.4.2.2. 8.) 

15 

4) Methode telle que definie a la revendication 1 caracterisee en ce que l'heparine 
depolymerisee par action d'heparinase (depolymerisat) est ensuite soumise a un agent de 
reduction. 

20 5) Methode telle que definie a la revendication 4 caracterisee en ce que l'agent de reduction 
est le NaBH 4 ou un sel de metal alcalin de l'anion borohydrure. 

6) Methode telle que definie a la revendication 1 dans laquelle la methode 
cliromatographique utilisee est une chromatographie par echange d'anion. 

25 

7) Methode telle que definie a la revendication 6 caracterisee en ce que Ton utilise une 
phase mobile transparente dans I'UV jusqu'a 200 nm. 

8) Methode telle que definie a la revendication 6 ou 7 caracterisee en ce que la phase mobile 
30 utilisee est a base de perchl orate de sodium, les sels de methane sulfonate ou les sels de 

phosphate. 



9) Methode telle que definie a la revendication 6 caracterisee en ce qu'on utilise une 
methode de detection permettant de detecter selectivement les sucres acetyles. 
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sels de phosphate. 

- 9) Methode telle que definie a la revehdication 6 
5 caracterisee en ce qu'on utilise une methode de detection 
permettant de detecter selectivement les sucres acetyles. 

10) Methode telle que definie a la revendication 9 
caracterisee en ce que la detection selective des sucres 
10 acetyles s'effectue en prenant comme signal la difference 
entre l'absorbance a 2 longueurs d'onde choisies de telle 
maniere que 1 ' absorptivite des saccharides non acetyles 
s ' annul e . 

15 11) Methode selon la revendication 1 caracterisee en ce que 
les residus 1-6 anhydro obtenus lors de la reaction de 
depolymerisation sont les suivants : ...... 




C0 2 Na 



o 



20 



HNSOjNa 



25 




OH 



30 




35 




.OS0 3 Na 



0S0 3 Na 



NHSOgNa 



OS0 3 Na 
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10) Methode telle que definie a. la revendication 9 caracterisee en ce que la detection 
selective des sucres acetyles s'effectue en prenant com me signal la difference entre 
l'absorbance a 2 longueurs d'onde choisies de telle maniere que I'absorptivite des 
saccharides non acetyles s'annule. 

5 

11) Methode selon la revendication 1 caracterisee en ce que les residus 1-6 anhydro obtenus 
lors de la reaction de depolymerisation sont les suivants : 




z -> C0 2 Na H 2 C 

12) ° S °3 Na NHS0 3 Na OS0 3 Na 

30 anhydro 

(disaccharide 1) 



35 




HNSOjNa 



Derive 1 , 6 
de formule 
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10) Methode telJe que definie a la revendication 9 caracterisee en ce que la detection 
selective des sucres acetyles s'effectue en prenant comme signal la difference entre 
l'absorbance a 2 longueurs d'onde choisies de telle maniere que l'absorptivite des 
saccharides non acetyles s'annule. 

11) Methode selon la revendication 1 caracterisee en ce que les residus 1-6 anhydro obtenus 
lors de la reaction de depolymerisation sont les suivants : 



10 



15 



20 





30 
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telle que definie a la revendication 11. 

13) Derive 1,6 anhydro de formule (Disaccharide 2) 



5 




OH 



10 telle que definie a la revendication 11. 

14) Derive 1,6 anhydro de formule (Disaccharide 3) 




telle que definie a la revendication 1 1. 
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Figure 1 

Separation chromatographique de 1 ' Enoxaparine 
depolymerisee par les heparinases avant et apres reduction 
par NaBH 4 (Signal en noir fin : UV a 234nm ; Signal en noir 
5 epais UV : 202 - 230nm) 




35 



1/2 



Figure 1 

Separation chromatographique de l'Enoxaparine depolymerisee par les heparinases 
avant et apres reduction par NaBH 4 (Signal en noir fin : UV a 234nm ; Signal en noir epais 
UV : 202 - 230nm) 



26 
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Figure 2 : Separation chromatographique de l'heparine 
depolymerisee par les heparinases avant et apres reduction 
par NaBH 4 (Signal en noir fin : UV a 234nm ; Signal en noir 
epais : UV : 202 - 230nm) 

5 




30 
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